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　　　Carbon　tetrachloride（CCユ4）induces　ste．atosis，　calcium　accumulatiQn　and　necros．is　in　rat　liver．　It　has
been　cl．ari五ed　that　fat　accumulation　is　independent　of　necrosis．　Ho．wever，　the　mechanism　of　calcium
aceu皿ulatiQn　and　the　role　Qf　increased　calcium　in　CC14　hepatQtoxicity　are　obscure．　The　present　study
was　undertaken　to　resolve　the　above　problem．s．　The　results　are　summarized　as　follows．
　　　．1）Aftαthe　admi．nistration　of　CC14（2．5　m♂／k．g，　p．　o，），　a　transient　increase，　twice　of　normal　leve1，0f
hepatic　calcium　at　2　hours（hrs）was　observed　prior　tQ　the鵬包rked　i且cfease　of　it　at　24　hrs．　HGwever
the　increase　of　seruエn　calcium　level　was　detecte．d　only　at　2　hrs．　The　hepatic　calcium　cQntent　at　24　hrs
was　ten－fold　that　Iof　normal　liver，　and　both　mit．ochondrial　and　microsomal　calcium　increased　at　this
time，　while　at　2　hr．s　only　mitQchondrial　calcium　increased．　The　TBA　values　in　two　subcellular　f■ac．tions
increa5ed　at　2　hrs，　then　were皿aintained　at　the　same　level　at　24　hrs．　No　hep．atic　dysfunction　was　detected
by　severa．I　functio且　test　at　2　hrs．
　　　2）While　pretreatment　with　a　s魚all　dose　of　CCI4（O．25　mZ〆kg）inhib．it．ed　microsQmal　calcium　accumula－
tion，　the　increase　of　TBA　va．1ues　in　subc．ellular　fractiQns　by　2，5　m〃kg　of　CCI4　was　seen．　Pretrea．tment
with　N，　Nノーdiphenyl－p－phe．nylenediamine（600　mg／kg，　three　ti1皿es）inhibited　both　CCI4－induced　increases　of
Inicrosomal　calciu皿and　TBA　values．　Pfetre．atment　with　lanthanu狙chloエid．e（2　g／kg＞inhibite．d　the
calcium　accumulation　in　two　subcellular　fractions　but　not　lipid　peroxidatiQn　of　microsomal　fraction．
　　　The　pretreatments　except　for　lanthanum　chloride　inhibited　CC14－i．nduce．d　hepatic　dysfunction．　Fro皿
the　above■esults，　it　seelns　likely　that　the　cause　fQf　CC14－induced　calciurn　accumulation　in　liver皿ay　be
different　between　its　ear！y　st．age　and　it．s　late　stage，　and　that　the　increase　of　microso．mal　and／or　cytosol
calcium　may　play　an　important　role　for　hepatic　necrosis．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　February　5，1979　and　accepted　May　1，1979＞
1　緒 言
　四塩化炭素（CC14）による肝障害については古くから多
くの報告がなされており．1・2）．，動物へのCCI4の投与は障害
肝のモデルを作るための方法として薬理学の分野におい．て
広く利用されている．．CC14の急性投与後，肉眼的にも明
らかに認め．られる肝臓の脂肪変性と，肝細胞の壊死．との問
の因果関係について，最近では直接の関係はないとする考
え方が支配的となってきている2μ4）．一方CC14．による肝
障害時に，肝細胞でcalciumの異常な増加が認められて
いるが5），肝細胞の壊死におけるこのcalciumの増加の
意義については，まだ充分には解明されていない．さらに
近年CCI4の肝障害の．機序と．してCC14が肝micr・s・me
で．代謝されてfre．e　radicalを形成し脂質の過酸化を促す
ことによるとの説がSlater3）やRecknagel　and　Ghosha16）
により提唱された．CC14投与後にみられる肝臓脂肪変性
に関しては，CCI4由来のfree　radica1による脂質の過酸．
化をその原因．とすることがほぼ確実となってきてい．る2，7）．
しかし，肝細胞の壊死との関係につ．いては．，脂質の過酸化
の発現と肝細胞の壊死の顕在化との間に，かなりの時間的
ずれがあることなどから，どのように．両者が結びつくかに
ついては，まだ議論のあるところである4β）・
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　著者らは，CCI4（2．5　m〃kg）の急性投与後の肝細胞にお
けるcalcium量の著しい変動に注目し，その意義を検討
する目的で，1）非前投与群，2）CCI4の代謝を抑制する目
的で少量（o，25m〃kg）のcc14を前投与した群9），　lipid
soluble　antioxidantであるN，　Nノーdiphenyl－P－phenylene－
diamine（DPPD）7）の前投与群，4）plaslna　membrane
のcalcium　transportを阻止する10）といわれるlantha－
nuln　chlorideの前投与群の4群のラットにCCI4（2．5　mZ／
kg）を投与後，肝細胞におけるcalcium動態を経時的に
測定し，脂質の過酸化ならびに肝機能の障害との間の関連
について追求した結果，興味ある知見を得たのでここに報
告する．
2　実験材料および実験方法
2・1実験動物
　体重160～2009の雄性Sprague－Dawley系ラットを次
の4群にわかち使用前18時間絶食させたのち，CCI4の
50％01ive　oil溶液をポリエチレンチューブを介して路用
に投与した．CCI4の投与量は体重kgあたり2．5　m♂とし
た．対照群にはolive　Qilのみ投与した．
　①事前投与群
　②　2．5m〃kgのCCI4の投与に先立ち，24時間前に少
量のCC14（0．25　m〃kg）を5傷01ive　oi1溶液として経口
投与した群
　③N，Nノーdiphenyl－p－phenylenediamine（DPPD）（和
光純薬）を01ive　oilにsuspendし，　CCI4投与前48時
間，24時間，2時間の3回，それぞれ体重：kgあたり600皿g
を腹腔内に投与した群．
　④lanthanum　chloride　LaC13，（Lanthanum）を50傷
（WIV）水溶液としCC14投与前3時間に体重kgあたり29
を胃内に投与した群
　上記の4群についてCCI4投与後，2，7，16，および24時
間に，採血ならびに肝臓摘出を行い，calcium量の測定，脂
質過酸化の測定，肝機能検査を以下の方法に従って行った．
2・2calciUm量の測定法
　肝臓内calciumの測定3
　ラットをether麻酔下で開腹し，門脈にポリエチレン
チューブを挿入し，ここからice－cold　salineを毎分12　m♂
の速さで7分間注入して，肝内の血液を洗い流したのち肝
を摘出した．肝calcium量は以下の2つの方法によって
測定した．
　①乾式灰化法
　CCI42．5　mZ／kg投与前および2，7，16，24時間後に前述
の方法で採取した肝1．5gを四四のルツボに入れ，105。Cで
24時間乾燥させた．肝乾燥重量測定後，電気炉で620℃，
48時間の加熱により灰化させた．灰化後ルツボ中に0．1N
HC1を注加し，4℃で一夜放置し，　calciumの溶解後その
0．5m♂を試験管にとり，これに0．1　N　HCIで溶解した1傷
LaC13溶液4．5　m♂を加え11），原子吸光光度計（日立208型）
によりcalcium量を測定した．
　② 抽出法
　前述の方法で採取した肝2gを18　m♂の0．25　M　sucrose
でho ogenizeして10％homogenateとし，肝mito－
chondria分画及びmicrosome分画をそれぞれCarafoli
and　Tiozzo12），　Moore　8孟α乙13）の方法に従って調製した・
calciumの抽出は，　CarafQli　and　Tiozzoの方法12）に準じ，
10平押h・mogenate，およびmitochondria分画もしく
はmicrosome分画のsuspensionの1mZを別々に試験
管にとり，最終濃度がそれぞれ0。15N，0．25傷となるよう
に，あらかじめ調製したHCIおよびLaC13を含む10傷
trichloroacetic　acid（TCA）溶液1mZを各試験管に加え
た．4。Cで一夜放置した各試験管内容を充分撹伴したのち，
遠心分離（3，000rpm，5分）し，上清について原子吸光光度
計によりcalcium量を測定した．　homogenate，および
mitochondria分画とmicrosome分画のsuspensionの
蛋白：量をLowry　8目貼14）の方法で測定し，　calcium量を
mg　Proteinあたりのmo1数で表示した．
　血清calcium濃度の測定3
　ラットをether麻酔下で開胸し，心臓穿刺により右心房
より血液を採取した．この血液を直ちに3，000rpmで5分
間遠心分離し，得られた血清をBradburyθ砒Z．15）の方法
に従い1％LaC13で50倍に稀釈後，原子吸光光度計（日立
208型）でcalcium量を測定した．
2・3　チオバルビタール酸反応（TBA反応）
　CC14投与後，2および24時間に摘出した肝より皿ito－
chondria分画およびmicrosome分画を調製し，肝細胞で
の脂質の過酸化の程度を知る目的でTBA反応を試みた．
　mitocho践dria分画の調製＝
　2gの肝にα3　M　sucrose＋3mM　EDTA溶液18　m♂を
加え16），glass　te且on－homogenizerを用い，氷水中でho－
mogenizeした．10傷homogenate　10　mZを800×gで10
分間遠心分離した・この上清を14，000×gで10分間遠心分
離し，得られたpelletを0．15　M　KCI＋3mM　EDTA溶
液にsuspendさせ，再び14，000×gで10分間遠心分離し，
そのpelletを0．15　M　KCI十3mM　EDTA溶液にresus－
pendさせた．
　microsome分画の調製；
　mitQchondriaの場合と同様にして用意された10％ho－
mogenate　8　m♂を1，475×gで10分間遠心分離し，その上清
を12，500×gで20分間遠心分離した．この上清を105，000
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×gで60分間遠心分離して得たpelletを0．15　M　K：Cl＋
3mM　EDTAにresuspendさせ，：再び105000×g，60
分間の遠心分離を行い，そのpelletを0．15　M　KC1＋3mM
EDTAにresuspendさせた．
　尚，mitochQndria分画，　microsome分画とも遠心分離
は4。Cの条件下で行った．
　TBA反応：
　TBA反応は内藤・菅原の方法17）を一部改変して行った．
すなわちmit・chondria分画およびmicros・me分画の
suspension　2　m♂に40駕TCA溶液1皿♂を加えて！分間
混和後，0．67瑠2－thiobarbituric　acid（和光純薬）溶液を加
えて，再び混和した．この混合液を水浴中で100。C30分
加熱した後，直ちに流水中で急冷し，N－butyl　alcohol　4mZ
を加え，1分間振盤，混和させた．混和後3，GOO　rpmで10
分間遠心分離し，n－butyl　alcohol部分をとり，535　nmで
の吸光度を測定した．検：量曲線の作成には1，1，3，3－tetra－
ethoxypropane（東京化成）溶液を用いた．
2・4　肝機能検査
　胆汁流量およびsulfobro塒ophthalein　sodium
　（BSP）胆汁内排泄量の測定；
　ラットをufethane麻酔下（1．59／kg，　s．　c．）で開腹し，
総胆管より胆汁を採取した．採取開始30分後にBSP（第
一製薬）を動物体重kgあたり25　mgを大腿静脈より投与
し，その後1時間胆汁を採取し，これを1N－NaOHで
100～2，000倍に稀釈し，BSPを580　nmで比色定量した．
　血清transaminases，および血清bilirubh値の測定3
　軽いether麻酔下で開胸し，心臓穿刺により血液を採取
し，3，000rp皿で5分間遠心して血清を分離した．
　血清transaminasesは，「血清トランスアミナービ測定
用試液」（ヤトロン）high　unit用kitを用いて測定操作を
行い510nmで比色定量した．
　血清bilirubinは，和光純薬の「ビリルビン測定試薬」
kitを用いて測定操作を行い600　nmで比色定量した．
た．16時間後より，肝calcium量は，再び増加し，24時
間後では対照値の約10倍に当る平均1513．6μg／gdry
tissueに達した．一方血清calciuln濃度は無処置正常ラ
ットにおいては10．3±0．22mg／dJであり，　CC14投与後2
時間で一旦11．2±0．29mg／dZに上昇したが7時間以後は，
魯」9’gdrytissue
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3　実験結果
3・1　肝臓および血清calcium濃度
　乾式灰化法で測定した無処置正常ラットの肝calcium
量は150．8±12．9μg／gdry　tissueであった．対照とし
てolive　oilのみを投与した動物について経時的に測定し
た肝calcium量は，無処置正常ラットの場合とほぼ等し
い値を示した・次にCC14（2．5m〃kg）を投与したラヅトの
肝臓および血清内のcalcium濃度の経時的変化をFig・1
に示した．すなわち肝calciUm量は，　CC14投与後2時間
で295．5±35．2μg／gdry　tissueと対照値の約2倍に増加
したが，7時間後にはほぼ対照値のレベルにまで減少し
Fig・1
　　0f　CCI4－intoxicated　rats．
　　〔2．5mηkg）by　stomach　tube　and　were　sacri丘ced
　　at　the　chosen　time．　Bars　represent　the　mean±
　　standard　error，
　　＊　Pく0．05回目en　compared　with　zero　time　value．
0　2　　　　7　　　　　　　　16　　　　　　　24　　　　　　　　　　　　　　　　　　（hrs）
　　TimeαfterCq4〔1dministrαtion
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　　　　　　　　　　　Rats　were　given　CC14
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Fig．2　Effect　of　CCI4　administration（2．5　mZ／kg，　p．o．）
　　on　calcium　content　of　rat　liver．　Bars　represent
　　the　mean±standard　error．
　　＊　P＜0．05when　co皿pared　with　each　zero　time
　　　value．
400 斎藤・他　　四塩化炭素によるラット肝臓のCalcium蓄積 札幌医誌1979
ほぼ対照値のレベルを保った．次にCCI4投与後calcium
の肝細胞内分布を検討するためCarafoli　and　Tiozzo12）の
方法に従って測定したhQmogenate，皿itochondria分画
およびmicrosome分画についての成績をFig．2に示し
た．正常肝でのこれらの値はそれぞれ2．5±0ユ6，6．7±
0，74，3．5±0，22nInol／mg　proteinであった．　CCI4投与
後2時間ではhomogenateにおけるcalcium：量の増加に
平行して，mitochondria分画のcalcium量も対照の約
1．5倍に増加したが，microsome分画のcalcium量は全
く変動をみとめなかった．しかしCC14投与後24時間で
は，homogenate，　mitQchondriaおよびmicrQsome分画
の3者いずれにおいてもcalcium量の著しい増加がみら
れ，それぞれ対照の17．6，4．1，4．8倍に達した．
　次に少量のCCI4（0．25　mZ／kg），　DPPDおよびLantha－
nu・nを前投与したラッ1・に2．51nZ／kgのCCI4を投与し
た際の肝臓calcium量の測定成績をTable　1に示した．
少量のCC14の投与後24時間（CCI42．5　m〃kg投与直前に
当る）では，homogenate，　mitochondria分画のcalcium
量はそれぞれ対照の4．6倍，3．1倍となった．しかし，micro－
some分画では，その上昇は1．4倍にとどまった．少量の
CCI4を前投与したラットにさらにCCI42，5　mηkgを投与
すると，その2時間後では，ho皿ogenateおよびmito－
chondria分画のcalcium量がCC14（2．5　m♂／kg）投与前
の約15倍に上昇したが，microso皿e分画では，変化が認
められなかった．しかし，24時間後では，homogenate，
rnicrosome分画のcalcium量は最前投与群（CCI42．5　mZ／kg
単独投与群）に比して明らかな減少を示したが，mito－
chondria分画のcalcium量については，非前投与群との
間に有意の差が認められなかった，次にDPPD　600皿9／kg
を3回前投与したラットの肝臓のhomogenate，　mitochon－
driaおよびmicrosome分画では，　calcium量にやや増加
の傾向がみられた．しかし，これにCCI42．5・nηkgを投与
した後2時間では，各分画におけるcalcium量に変化は
認められなかった．ところが，24時間後のcalcium量は，
homogenate，　microsome分画で，それぞれ17．64±0．43，
5．12±o．25n皿01／mg　Proteinと減少し，非前投与群のそ
れぞれとの間に有意の差が認められた．しかし，面tochon－
dria分画のcalcium量については，そのような有意差は
認められなかった．
　最後に，Lanthanum　2　g／kgを前処置：したラットの
homogeHate，　mitochondriaおよびmicrosome分画の
calcium：量は，それぞれ2．8±0，17，8．4±0．14，53±0．32　n
Inol／mg　Proteinであった．これにCCI4（2．5　mZ〆kg）を
投与した2時間後では，各分画におけるcalcium量は
microsome分画にて有意の減少を示した以外は，いずれ
もほとんど変動を示さなかった．しかし，24時間後では，
homogenate，　mitochondriaおよびmicrosolne分画の
calcium量は，二三投与群のそれに比して，それぞれ，約
40％，45％，および70弩の著しい減少を示し，両群の間に
明らかに有意差が認められた．
3・2　過酸化脂質
　CCI4投与後の肝細胞での脂質の過酸化の程度を知る目
Table　1坦が臨（～プて」αフーガ0翫∫ρ1β6孟7噂6α’ηZ8ηお0鴛侃ZCがZ己ηZα6侃刀耀♂α彦ガ0π
沈伽67ρけ’Cα4一厩。エガ6αオ847ραオ∫
Fraction
homogenate
mitocbondria
mlcrosonユe
Time　after
CCI4（hrs．）
0
2
24
0
2
24
0
2
24
Calcium　contents（n　mol／mg　Protein）
Pretreatment
nOI1
2．5±0．16
4．3±0．35＊
43ユ±1．54＊
6．7±0．74
10．2±0、68＊
27，5±1．85＊
3．5±0．22
3．2±0．31
16．6±1．86＊
　CCI4
0．25m〃kg
11．3±364
17．9±＝2．96●
10．6±1．84●
20．6±6ユ4
31．3±3．95●
24．0±3．92
5．0±0．73
4．4±0．03
3．5±0ユ9●
　DPPD600mg／kg×3
3．0±0．18
3．3±0。34
17．6±0．43＊
9．9±1．65
9．5±0．21
227±1．23＊
44±0．23●
3．5±0．46
5．1±025●
Lanthanum
　29／kg
2．8±0．17
4，8±1．12
25．8±4，00＊●
8．4±0．14
10．5±0．84
15．2±2．87●
5．3±0，32●
3．9±0．11＊
5．0±0．75●
The　values　represent　the　mean±standard　error．
＊　P＜0．05when　compared　with　each　zero　time　value．
●　P〈0．05when　compared　with　value　of　non－treated　group．
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的でTBA反応陽性物質（TBA値）を測定したところ，無
処置正常ラットの肝臓より得られたmitochondria分画，．
およびmicrosome分画におけるTBA値は，それ．それ，
0．28nmol／mg　Protdn，025nmol／mg　Proteinであった．
　CC14（2．5　m♂／kg）投与後，2および24時間にお．けるmito－
chondriaおよびmicrosome分画のTBA値を測定し，
上記の値に対する百分率として表示することとして，成績
をTable　2に示した．
　CCI4（2・5　m〃kg）投与後2時間では，　mitochQndriaお
よびmicrosome分画におけるTBA値は投与前に比し，
それぞれ46箔および67％の上昇を示した・24時間後に
おいては，mitochondria分画のTBA値は2時間値と
比べて差がないが，microsome分画では減．令する傾向に
あった．
　少量のCCI4（0．25　m〃kg）の前投与によって，　mitochon－
driaおよびmicrosome分画のTBA値は，それぞ
れ50鬼，36％上昇した，この前投与ラット群に，さらに
CC14（2．5　m〃kg）を投与したところ易2時間後では，　TBA
値のそれ以上の上昇は，mitochondriaおよびmicrosome
分画共に認められず，また，24時間後においても著しい変
動は認め難かった．次にDPPD前投与群では，前投与の
みではm toehondriaお．よびmicrosome分画．のTBA
値に変化は認められず，またCCI42．5　m4kg投与によっ
てひきおこされるTBA．値の上昇も，全く認められなかっ
た．Lanthanumを前投与したラットでは，前投．与のみで
mitQchondria分画のTBA値は上昇したが，しかし，　CC14
Table　2TBA槻伽8∫（ゾノπf孟。罐。η6ノーガαZαη4粥がCフ・050η3α♂．β・α漉0π∫τ繭ど01Lτひ6フ・θ
ρ’¶ゆαア℃ゴカτ）ηzZ加67潮（ザCC晦（2．5m〃kg）α函7z初f5彦8ノ・841・磁∫
Time　aft．e．r
CCI4（hrs．）
0
2：
24
Fraction
mitochQndria
m1C工Osome
mitochondria
mlcrOSQme
mitochondria
mlcrOS．ome
TBAマalue（％）
Pretreatment
non
100
100
146±　　9．6＊
167±15．0＊
141±18，4
148±　　9．5＊
　CCI4
0．25m〃kg
150．±　9．7●
136±17．8
129±18．0
141±22．8
158±7．3
181±25．6
　DPPD600mg／kgX3
100±15．3
82±27．9．
122±20．4
！10±22．1
64±6．20
56±33．3．●
Lanthanum
　29／kg
141±　7．7●
109±26．6
148±14．．6
109±17、．2●
83±　43◎
200±22．2＊
The　values　represent　the　mean±standard　error．
＊　P＜0．05．when　coTnpare．d　with　each　zero　time　value．
●　P〈0．05when　cQmpared　with　value　of且on－treated　group．
Table　3E挽6オげ”α7曜ガ。麗5ρ7傅θ’ノ”8α彦〃み8漉∫oη∫87曹膨〃z彦1ηη5α〃匹加α38
α．6’観オゴ85勿Cα4吻オ。鋭6α孟84πzオ∫
T玉me　after
CCI4（hrs．）
0
2
24
Enzyme
GOT
GPT
GOT
GPT
GOT
GPT
Transaminase　activity（Karmen　unit）
Pretreatment
non 　CC140．25m〃kg
235±21
108±2！
520±125
176±　30
5，3．35±511＊
3，595±．791＊
1，757±570
　710±99●
1，411±731
　834±344
1，750±6330
1，007．±187●
　DPPD600mg／kg×3
210±30
30±　4●
1．87±　15
39±　80
578±136●
329±960
Lanthanum
　29／kg
312±73
！79±47
606±207
302±93
2，840±140＊●
1，467±104＊
The　values　represent　the　mean±standard　error．
＊　Pく0．05when　compared　with　each　zero　time　value．
●　P〈0．05when　cQmpared　with　value　of　non－treated　group．
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（2．5m〃kg）投与後，2時間のTBA値は変らず，24時間後
では逆に低下する傾向が認められた．しかし，microsome
分画については，前投与およびCC14投与後2時間におい
ても変化を示さなかったが，24時間後では約2倍に上昇を
きたした．
3・3　肝臓機能検査
　（1）血清transaminases活性
　Table　3に示したように，無処置正常ラットの血清中の
GOT，　GPT値はそれぞれ235±21，108±21　Karmen
unit（K．U）であった．　CC14投与後2時間では，　GOTは
2倍に，GPTは1．7倍に上昇した．24時間後ではさらに
GOT値もGPT値も共に上昇し，それぞれ23倍，33倍に
達した．
　CCI4（0．25　m〃kg）の前投与のみでGOT，　GPT値は対
照に比べそれぞれ7．5倍，6．6倍に上昇した，この前処置ラ
ットにさらにCCI4（2．51nZ／kg＞投与しても2時間および24
時間後においては，血清transaminases活性の上昇は認
められず，24時間後では非前投与群のそれと比較すると，
有意の差で活性上昇の抑制を認めた．
　次にDPPDの前投与は，　CCI4（2．5　mZ／kg）投与後2時間
および24時間でのGOT，　GPT値の上昇を強く抑制した，
Lanthanumの前投与のみにより，GOT，　GPT値は上昇
の傾向を示した．CCI4投与後では，　GOT，　GPT値は共に
上昇する傾向を示したが，24時間後のGOT，　GPT値は非
前投与群のそれに比べると，共に低下しており，活性上昇
が強く抑制されるのが認められた．
　（2）血清総bilirubin値
　正常ラットの血清総bilirubin値は035±0．03　mg／d♂で
あった．CCI42．5　mZ／kg投与後2時間では正常値との間に
差は認められなかったが，24時間では上昇して正常値の約
7．5倍に当る2．59±o．30mg／d♂に達した（Fig．3）．
　CCI4（0．25　m〃kg）の前投与のみで血清総bilirubin値は
0．61±0．06mg／d♂に上昇した．この動物にさらにCC14（2．5
m♂／kg）を投与すると，2時問後にはこの値は。．98±0．16
mg／d♂となり，上昇を示したが24時間後においても，な
お同じbilirubin　levelを維持した．この24時間値を，非
投与群のそれと比較すると有意にbilirubin値上昇が抑制
された．DPPD前投与群では，　CCI4投与後24時間での血
清総bilirubin値は，0．75±0．31　mg／d♂であり，非前投与
群のそれと比較すると顕著なbilirubin値上昇抑制が認め
られた．Lanthanum前投与群では，　CC14投与後24時間
で1．34±0．45mg／dJに達し，血清総bilirubin値の上昇に
対する抑制効果は明らかではなかった．
　（3）胆汁流量およびBSP胆汁内排泄率
　正常ラットの胆汁流量は3．35±0．28m〃kg／hrであり，
BSPを投与してから1時間の投与量に対する胆汁内排泄
率似下BSP胆汁内排泄率と略）は平均62．2％であった．
CC14（2．5　m〃kg）投与後2時間では，胆汁流量，および
BSP胆汁内排泄率ともにその減少は認められなかった．し
かし24時間後においては，それぞれ0．40±0．02mZ／kg／hr，
および1．47±o．46％となり著しい減少を示した（Fig．4，5）．
　CC14（0．25　m〃kg）の前投与により，胆汁流量は対照の約
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1／2に，BSP胆汁内排泄率は対照の約1／3に減少した．し
かしこの前投与動物にCCI42．5　m〃kgを投与しても，2時
間後，および24時間後において胆汁流量とBSP胆汁内排
泄率とにそれ以上の低下は観察されなかった．次にDPPD
の前投与のみで，BSP胆汁内排泄率の減少がみられ，対照
のほぼ1／2に減じた．しかし，このDPPD前投与ラットに
CC142．5　mZ／kgを投与しても，2時間および24時間後にお
いて，胆汁流量，BSP胆汁内排泄率の低下は観察されなか
った．
　Lanthanum前投与は胆汁流量，およびBSP胆汁内排泄
率の軽度の減少をおこした．このLanthanum前投与ラ
ットにCC14（2．5　mZ／kg）を投与すると2時間後では，胆汁
流量とBSP胆汁内排泄率に変化が認められなかったが，
しかし24時間後では，胆汁流量は0．35±0．03mZ／kg／hr，
BSP胆汁内排泄率は1．06±0．31％と著しい減少を示した．
4　考　　察
　ラットに体重kg当り2．5　mZのCCI4を経口投与する
とFig．1にみられるごとく，投与後2時間および24時間
に明らかな肝calcium量の増加が認められた，しかし，
この両時点における肝calcium量の増加の内容には以下
に述べるごとぎ違いが認められる．すなわち，1）CC14投与
後2時間では，その増加は，投与前の約2倍にとどまるが，
一旦正常レベルに復したのち24時間後では投与前の約10
倍にまで増加すること，2）subcellular　levelでのcalcium
の分布を比べると，2時間後ではmicrosome分画にca1－
ciumの増量が認められないにも拘らずmitochondria分
画では既にcalcium量が1．5倍に増加していること，並び
に24時間後においいては，両分画ともにcalcium量が増
加すること（Fig．2，3）血清calciumは2時間後でのみ
9傷上昇すること（Fig．1）などから両時点における肝ca1－
cium量増加の間には単に量的な差にとどまらず質的な差
異があるものと考えられる．
　CCI4投与後にみられる肝calcium量の2峰性の増加に
ついては，Reynolds18）もこれを認めるとともに，この両増
加の間の質的な違いを示別している．このCC14投与2時
間後と24時間後とにみられた肝calcium量の増加が質的
に異ることを裏付けるものとして，両時点における種々の
肝臓機能検査の成績（Fig．3，4，5）をあげることができる．
特にCCI4投与後2時間においては肝calciumの増加が
認められるにも拘らず，肝機能の低下の証左が全く観察さ
れなかったことから，この時点での肝calcium量の増加
は，肝細胞機能の致命的な低下を伴わないcalcium蓄積
であるものと考えられる．
　CCI4投与後，脂質の過酸化が肝臓できわめて速やかに
起こり16），かつTBA反応を指標にしてみると投与後1～2
時間が最：高で，24時間後には最低であると言われている19＞．
この脂質の過酸化が，Plasma　membraneのcalciumに
対する透過性の増大をきたし，calciumの蓄積に関与して
いることは充分に考えられる。しかし，一方CCI4自体に
よる膜透過性の充進も，また一つの可能性として考えら
れる．
　例えばStacey　and　Priestly20）は，　isolateした肝細胞
を用いた実験で，1）TBA反応やdiene　conjugationをほ
とんど生じさせない程度の濃度のCCI4により細胞から
alanine　aminotransferase（ALT）およびK＋の漏出が認
められ，2）ADP／Fe3＋で肝細胞にdQse　dependentな脂質
過酸化を起こさせた時には，ALTおよびK＋のIeakage
がほとんど起こらないことを報告している．しかし後にも
述べるごとく，antioxidantのDPPDを前投与しておく
と，肝細胞へのcalciumのtransportが，　CCI4投与後2
時間で抑えられている（Table　1）ところがら，　CCI4自体の
作用によるcalcium流入の比率は，全体としては比較的
低いことが予想される，むしろ血清calcium濃度の増加
が脂質の過酸化と時期を同じくして起こったことが，肝に
おけるcalcium増加をひき起こしたものと考えられる21），
　膜脂質の過酸化は，CCI4投与後初期の細胞内calcium
の増加に関係していると考えられるものの，肝細胞内にお
ける総CalciUln量がその後一旦正常levelに戻り，再び
著しい増加に至るまでにtime　lagのあること（Fig．1）か
ら，24時問後に認められる肝calciumの蓄積を脂質の過
酸化のみで説明することは困難である・我々の実験でも，
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micr・so皿eおよびmitochondria分画におけるTBA値
は，CCI4投与により2時間後に上昇し，24時間後でもほ
ぼ同じ値を維持することが認められた（Table　2）．したが
って，“cytotoxicな過酸化物およびその代謝物”22）が，
calcium　leve1の下った時期にもなお肝細胞内で産生され
つづけ，最終的な肝細胞の壊死へ橋渡しをしている可能
性22）も考えられる．またCCI4によってもたらされたfree
radica1による脂質の過酸化は，連鎖反応的にその範囲を広
げ蛋白の過酸化23）をも包含した形で進行するに違いない・
　一方subcellular　levelでのcalciu皿の動きに注目して
みると，CCI4投与2時間後には，　calciumは皿itQchon－
dria分画で増加し，　microsome分画では増加していないこ
とを認めた（Table　1）．このことは，　CCユ4投与2時間後で
は血清calcium濃度が上昇しているため，一時的に肝細
胞内へcalciumの流入が増加し，　cytosolのcalcium濃
度を高めたと推測される．ところが脂質の過酸化を受けた
microsomeではcalciuln　uptakeの減少が起こっている
ため24）calcium　contentの増加がみられず（Table　1），従
ってcalciu掴取り込み能がまだ抑制を受けていないmito－
chondria24）にcalciumの蓄積が起こったものと考えられ
る．本実験でも，mitochondria分画ではすでに2時間の
時点で過酸化が起っている（Table　2）にも拘らず，　calcium
の取り込みの減少は認められなかった．それにしても，一
時的なcytoso1のcalcium濃度の上昇は，直ちにmito－
chondriaにより取除かれるとしても，mitochondriaを含
めた細胞諸器官の機能に影響を与えていることは想像に難
くないし，またCC14によって生ずる最：終的な肝細胞の壊死
へのひき金として一役を担っていることも考えられる25），
CCI4投与量24時間における肝calcium量の増加に関し
ては，mitochondria分画での増加にとどまらず，　micro－
some分画でも対照の約4．8倍に達した（Table　1）．このこ
とは，mitochondriaでのcalcium取り込みが上限に達し
たのが26），あるいは細胞からのcalcium汲み出し機構に障
害が生じたか27）のいずれかに起因することを推測させる．
Thiersθ’αム5）もCCI4投与16時間以降でmitochondria
以外のfractio且にcalciumが増加していることを認めて
いる．しかしながら，CC14投与後mitochondriaが腫大，
変形空胞化することが知られており28），fractionationの
過程で損傷をうけたmitochondria分画のcalciumが，
mitochondria以外の分画に混入しうる可能性も考慮しな
ければならないであろう．
　すでに述べてきたように，脂質の過酸化が膜透過性の変
化を起こし，calciumの細胞内濃度を高めると共に，他方
過酸化の進行に伴うtoxic　substancesの産生が，細胞の
壊死に関与していると考えるならぽ，1）CCI4由来のfree
radicalの産生の抑制，もしくは，2）antioxidantsの投与，
3＞calciumの細胞内流入の阻止により，　CC14によってひ
き起こされる肝障害を阻止しうることが期待される．
　さて，少量のCCI4をラットに前投与しておくことによ
り，後から投与したCCI4の毒性を著しく低下させる29）こ
とが知られており，この機序は前投与したCCI4により
microso皿eでのCC14の代謝が抑えられるため3G）と考え
られている．我々の実験でCCI40．25　m♂ノkgの前投与のみ
により，明らかに肝機能障害が認められた（Fig．3，4，5＞．し
かし，これにさらに2．5m〃kgのCCI4を投与したところ，
前投与した場合と，しない場合とを比較すると，24時順法
のmicrosomeおよびmitochondria分画での脂質の過
酸化は，同程度に認められたにも拘らず，肝機能検査の成
績は，明らかに前投与群において肝機能障害の少ないこと
を示した．この点から言えば，CCI40．25　m〃kg程度の投
与量は，脂質の過酸化に影響を与えることの少ないもので
あり，また肝機能の保持に関しては，micrOSQmeでの代謝
酵素の抑制30）以外に，別の機序31，32）をも考えることが必要
なのかもしれない．
　肝calcium量については，　CCI4前投与群においては，
二つのきわだった特徴を示した．一方においては，2時間
後にみられた肝calcium量増加であり，特にmitochon－
dria分画の増加が著しい、他方では，24時間後のmito－
chondriaおよびmicrosome分画においてcalcium量
の増加が見られず，特にmicrosome分画ではcalcium
増加が完全に抑えられたことである．以上のことから，
mitochondriaにcalciumが蓄積されるために，　micro－
someやcytoso1におけるcalcium量の増加が阻止され
ることとなり，結果的に肝機能の障害の進行を抑制するこ
とに役立ったものと考えることができる．
　次にlipid　soluble　antioxidantであるDPPDの前投
与群では，CCI4投与後に脂質の過酸化が強く起こる2時間
おいて，完全にTBA値の上昇が抑制された．またCCI4
投与後2時間におけるh。m。genate，　mitochondria分画
での alciumの増加も完全に抑えられ，かつtransami－
nasesの漏出も強く阻止された（Table　3）．
　ところが，CC14投与後24時間においては，　DPPD前投
与によりTBA値の上昇が完全に抑制され，かつ肝calcium
量：の増加も総体的には抑制されていたにもかかわらず，
mitochondria分画でのみcalcium量の著しい増加が認
められた．このことは，肝細胞へ流入したcalciumが
mitochondriaにほとんど取りこまれたために，　cytoso1
やmicrosome分画のcalcium濃度は上昇しないものと仮
定すれば，そのためすべての肝機能が，24時間後において
もなお充分に維持されるものと考えることができる．従っ
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て，CC14の肝毒性に対するDPPDの阻止作用は，脂質過
酸化による膜透過性の変化の阻止にのみ帰すべきではな
く，他の機序20・33）をも考慮しなければならないように思
われる．
　上述してきたことから，もしCC14による肝calciμmの
蓄積と壊死発現との間に因果関係の存在を仮定すれぽ，肝
calciumの増加を抑制する処置は肝機i能障害の阻止に働く
かもしれない．
　多くの実験から，種々の細胞のplasma　membraneの
calcium　channelの機能を阻害する34）と考えられている
Lanthanumを前投与した実験においては，上述した2つ
の前投与の場合とは全く異なり，Lanthanumには肝機能
を保護する作用はほとんど認められなかった（Fig．3，4，5），
　Lanthanumが肝細胞のplasma　membraneにおいて
もcalciumのtranspQrtを抑制しうるかどうかについて
は，現在のところ報告は見当らない．しかし，isolateした
肝mitochondriaでは，他の細胞の場合と全く同様に，
Lanthanumはcalciumのtransportを強く抑制するこ
とが知られている26），今回の実験のLanthanum前投与
群ではCCI4投与24時間後に肝calciumの増加が認めら
れたにも拘らず，microsome分画やmitochondria分画
でのcalcium蓄積は認められなかった（Table　1）．すなわ
ち，上述した少量のCCI4やDPPDの前投与の結果から
推測されるところの，microsome分画におけるcalcium
量の増加と肝機能減退との関係は，このLanthanum前投
与群では判然とは．しなかった．この理由としては，1＞Lan－
thanidesの肝毒性34・35），2）Lanthanumのmitochondria
への蓄積36＞などが肝機能障害の強化に寄与した可能性を
挙げることができる．しかもLanthanum存在下では
microsome分画，およびmitQchondria分画において
calcium量の増加が認められなくとも，　cytoso1では，　cal－
ciumの上昇が存在したかもしれない．このようにLan－
thanum自体に肝毒性はあるとしても，少量（0．25　m♂／kg）
のCC14の投与群には，　Lanthanumの前投与が，胆汁分
泌やBSPの排泄率からみて肝障害を阻止した37）ことを考
えると，Lanthanum前投与による改善効果も期待できる
かもしれない・ただしLanthanumで阻止しうる以外の
calcium　transportの経路もあり得るし，大量のCCI4に
よる膜透過性の極端な変化も考えられるので，これらから
Lanthanum投与時の肝calciUm：量増加が説明できるか
もしれない．
5　結　　語
　CCI4を投与したラットの肝細胞におけるcalciumの動
態を経時的に測定し，脂質の過酸化並びに肝機能の障害と
の関連性を検討し，以下の結果を得た．
　1）CCI4（2．5　mZ／kg）投与後，24時問中に肝組織内cal－
cium量は，2時間後と24時間後に2峰性の増加を示した．
CCユ4投与後，肝mitochondria分画，並びに皿icrosome
分画のcalcium量は，2時間後ではmitochondria分
画のみで，24時間後ではmitQchondria分画，および
microsome分画で共に増加をきたした．血清calciumは
2時間後でのみ増加が認められた．
　2）CC14投与により，肝皿itochondria分画，および
microsome分画のTBA値は2時間衡こは共に上昇した
が，24時間後でもこの値にほとんど変動がなかった．
　3）少量のCC14（0．25　m〃kg）の前投与は，大量の（2．5
mZ／kg）CC14投与後24時間に認められる肝機能障害の発
現を阻止し，かつInicrosome分画におけるcalcium量
の増加を強く抑制した．
　4）DPPDの前投与は，　CC14による肝機能障害を完全
に阻止し，TBA値を低く維持した．肝mitochondria分画
のcalcium量は増加したが，　microsome分画のcalcium
には全く増加が認められなかった．
　5）LaC13の前投与は，　CCI4による肝機能障害を阻止で
きなかった・また，CC14による肝mitochondria分画や
microsQme分画でのcalciumの増加は認められなか
った．
　以上の結果から，CC14投与後の2峰性の肝calciu皿山
の増加は，その機序の上からも，細胞内分布の上からも，
また肝機能障害との関連性の上からも互いに全く質的に異
なったものと結論される．
　稿を終えるにあたり，御校閲いただきました田中護教援
に深く謝意を表します，また，ご助言をいただいた本学病
理学第2講座森道夫助教授，小川勝洋助手，生化学第1講
座下条貞助教援，公衆衛生学講座菅原直毅助手に深謝致し
ます．
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